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Kvantno mehanske lastnosti molekul inhibitorjev glikogen fosforilaze 
Povzetek: Namen diplomskega dela je bil izračunati različne kvantno mehanske lastnosti 
24 molekul inhibitorjev glikogen fosforilaze, nato pa ugotoviti korelacijo med 
izračunanimi lastnostmi in uspešnostjo inhibicije izbranega encima – primerjanje 
izračunanih lastnosti s konstanto inhibicije in polovično maksimalno inhibitorno 
koncentracijo. Rezultati so pokazali, da obstaja korelacija med uspešnostjo inhibicije 
encima pri naslednjih parametrih: energija, solvatacijska energija, energija HOMO in 
polarizabilnost. Korelacije ni bilo mogoče najti med energijo LUMO ter uspešnostjo 
inhibicije encima. V prihodnjih raziskavah bi lahko preučili sinergičen vpliv dveh ali več 
izračunanih lastnosti. 




Quantum mechanical properties of glycogen phosphorylase inhibitor molecules 
Abstract: The purpose of the thesis was to calculate different quantum mechanical 
properties of 24 glycogen phosphorylase inhibitor molecules and to determine the 
correlation between the calculated properties and the inhibition of the selected enzyme – 
comparing the calculated properties with the inhibitor constant and the half maximal 
inhibitory concentration. The results showed that there is a correlation between the 
enzyme inhibition in the following parameters: energy, solvation energy, energy HOMO 
and polarizability. No correlation was found between energy LUMO and enzyme 
inhibition. In future research, the synergistic effect of two or more calculated properties 
could be studied.  
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
AMP  adenozin monofosfat 
ATP  adenozin trifosfat 
cAMP  ciklični adenozin monofosfat 
G-6-P  glukoza-6-fosfat 
GP  glikogen fosforilaza 
HF  Hartree-Fock 
HGP  hepatsko proizvajanje glukoze (angl. hepatic glucose production) 
HOMO najvišja zasedena molekularna orbitala (angl. highest occupied molecular 
orbital) 
IC50 polovična maksimalna inhibitorna koncentracija 
Ki konstanta inhibicije 








1.1 POMEN GP INHIBITORJEV 
Diabetes mellitus je bolezen, ki jo povezujemo z metaboličnim sindromom in predstavlja 
veliko javnozdravstveno težavo razvitih držav. Poznamo dva tipa diabetesa, od tega 90–
95 % diabetičnih primerov predstavlja diabetes mellitus tipa 2 (T2DM), kjer organizem 
ne proizvaja zadostnih količin inzulina in/ali so periferne celice odporne na delovanje 
inzulina. Kronična hiperglikemija je povezana s poškodbami na kratek in predvsem dolgi 
rok, disfunkcijo in odpovedjo različnih organov (oči, ledvic, nevronov, srca in ožilja) ter 
posledično smrtjo. Diabetes je zato glavni vzrok globalne umrljivosti. Po podatkih 
International Diabetes Federation (IDF) za boleznijo trpi 425 milijonov ljudi (okoli 9 % 
odrasle populacije), leta 2045 pa naj bi se število diabetičnih bolnikov povzpelo do 700 
milijonov. Trenutno zdravljenje temelji na ohranjanju nivoja krvnega sladkorja na 
normoglikemični vrednosti (∼6.1 mM) z različnimi zdravili[1],[2]. 
Jetra proizvedejo približno 90% endogene glukoze v telesu (preostalih 10 % proizvedejo 
ledvice). Inzulin in glukagon, inzulinski protiregulatorni hormon, v zdravem 
posamezniku regulirata jetrno proizvodnja glukoze (HGP – hepatic glucose production). 
Pri bolniku z diabetesom tipa 2 pa hepatska odpornost inzulina in povečana količina 
glukagona vodita do presežka HGP, kar pripomore k opaženi hiperglikemiji. HGP je 
sestavljena iz glikogeneze in glikogenolize – inhibicija enega od procesov pa predstavlja 
zanimiv pristop pri razvoju antihiperglikemičnih sredstev[2],[3]. V nalogi se bom 
osredotočila na inhibitorje encima glikogen fosforilaze (GP), ki sodeluje pri procesu 
glikogenolize. 
Glikogen fosforilaza je alosterični encim, ki katalizira prvi korak glikogenolize v 
možganih, jetrih in mišičah, to je fosforilitsko cepitev glukoznega polimera na α-1,4-
glikozidni vezi - nastane glukoza-1-fosfat, ki jo nato ostali encimi transformirajo do 
glukoze. Sestavljena je iz dveh identičnih podenot z molsko maso 97 kDa in esencialnega 





Slika 1: 3D kristalna struktura kompleksa GP(b) 'R' oblike z AMP. Povzeto po [4]. 
Encim obstaja v dveh stanjih, v relativno neaktivni b obliki (GP(b)) in v katalitično 
aktivnejši a obliki (GP(a)). Pretvorba iz oblike GP(b) v obliko GP(a) poteče s fosforilacijo 
Ser14 s fosforilazo kinazo kot del kaskadnega sistema, ki ga sproži cAMP. Aktivnost GP 
je poleg fosforilacije regulirana tudi z glukozo, ATP, glukozo-6-fosfatom (G-6-P) 
(inhibitorji) ter AMP (aktivator). Glukoza se veže na aktivno mesto, medtem ko se AMP, 
ATP in G-6-P vežejo na alosterična mesta. Tudi glikogen regulira GP preko vezave na 
mesto za shranjevanje glikogena. Poleg teh vezavnih mest pa so identificirali še dve 
dodatni regulatorni mesti, za kateri še ni dokazane fiziološke vloge, to sta nukleozidno 
(podobno katalitskemu mestu, veže kofein in druge strukturno podobne molekule) in 
indolno inhibitorsko mesto, ki se nahaja na homodimerni interfazi in veže določene  
majhne molekule, ki vsebujejo indol (vide infra). S kristalografskimi študijami GP iz 
zajčje mišice in človeških jeter so odkrili vezavna mesta za regulatorje ter podroben 
vpogled v delovanje na molekulski ravni katalitskega mehanizma in njihovega 
uravnavanja fosforilaze. Fosforilaza/defosforilaza ali vezava alosteričnega liganda 





Slika 2: Regulacija glikogen fosforilaze. Povzeto po [3]. 
Glukoza je fiziološki substrat GP, ki pretvori aktivno GP(a) v neaktivno GP(b) obliko 
encima s sinergičnim delovanjem z inzulinom, z namenom ustavljanja razgradnje 
glikogena in premikanjem ravnotežja proti sintezi glikogena[5]. 
Aktivacija GP povzroči konformacijske spremembe, ki glikogenu omogočijo dostop do 
katalitskega mesta. V jetrih je aktivacija kontrolirana s fosforilizacijo, v mišicah pa 
alosterični aktivatorji (npr. AMP) igrajo pomembno vlogo poleg fosforilizacije[3]. 
Človek in drugi sesalci izražajo tri izostrukture GP, ki so poimenovane po mestu 
nahajališča: jetrni, mišični in možganski GP, ki imajo visoko stopnjo podobnosti 
aminokislinskih zaporedij. Vsaka izostruktura ima določeno fiziološko vlogo: mišična 
izostruktura priskrbi energijo za mišično krčenje preko proizvajanja ATP, možganska 
izostruktura zagotavlja zasilno oskrbo z glukozo med obdobji pomanjkanja kisika in hude 
hipoglikemije, jetrna izostruktura pa regulira glukozo iz hepatskih glikogenskih rezerv; 
slednja izostruktura pa je tudi primarno vključena v homeostazo glukoze in je zato 




1.2 MOLEKULSKO MODELIRANJE 
Med najbolj zahtevne in odmevne izzive v medicinski kemiji spada racionalna zasnova 
novih terapevtskih sredstev za zdravljenje bolezni. Strategija odkrivanja novih zdravil je 
dolga leta temeljila na razvoju računalniškega programa za iskanje vodilnih struktur 
analognih molekul, ki kažejo želene biološke lastnosti. Te molekule so bile najdene po 
naključnem opazovanju ali naključnem presejanju, proces razvoja novih zdravil pa je 
vključeval mnogo ciklov »trial and error«. Celoten postopek je zato naporen, drag in 
konceptualno problematičen. Kljub temu pa je ta način omogočil razvoj večine zdravil, 
ki se uporabljajo za zdravljenje od milejših bolečin do celo življenjsko nevarnih bolezni[6].  
Tradicionalne metode odkrivanja zdravil zdaj dopolnjujejo bolj neposredni pristopi, ki jih 
lahko uporabljamo zaradi natančnejšega razumevanja molekulskih procesov, povezanih 
z različnimi boleznimi. Začetna točka v modernem razvoju zdravil je sedaj raziskava 
molekularne tarče (tj. receptorja, encima) v telesu namesto že poznane vodilne strukture 
zdravila[6]. 
Molekulsko modeliranje je pomemben računalniški pristop za razumevanje fizikalnih 
osnov strukture, dinamične evolucije sistema in funkcije bioloških makromolekul, ki se 
uporabljajo za modeliranje ali posnemanje vedenja molekul. Uporablja se na področjih 
računalniške kemije, oblikovanja in razvijanja zdravil, računalniške biologije ter znanosti 
o materialih za preučevanje molekulskih sistemov, od majhnih kemijskih sistemov do 
velikih bioloških molekul. Vključuje lahko obravnavanje snovi na atomskem nivoju 
(pristop, ki se uporablja v molekulski mehaniki) ali izrecno modeliranje elektronov 
vsakega atoma[7],[8]. 
Za podrobno preiskavo biološkega sistema je potrebno poznavanje njegove elektronske 
strukture. To je še posebej pomembno pri encimskih reakcijah, ki vključujejo nastajanje 
in prekinjanje vezi – te učinke je potrebno obdelati kvantno mehansko. S kvantno 
mehanskimi izračuni lahko preučujemo modele prehodnih stanj in reakcijskih 
intermediatov, uporabljamo pa jih lahko tudi za interpretacijo spektroskopskih podatkov, 
kot so IR spektroskopija, Ramanska spektroskopija in NMR. Na žalost pa so direktne 
aplikacije kvantno mehanskih metod za preučevanje molekul še vedno omejene na 





2 NAMEN DELA 
Namen diplomskega dela je s kvantno mehansko Hartree-Fockovo metodo izračunati 
nekatere lastnosti (elektrostatski potencial, električni dipolni moment, elektronska 
gostota) molekul  inhibitorjev glikogen fosforilaze in preučiti njihove skupne značilnosti. 
Cilj diplomskega dela je ugotavljanje povezave med inhibitorskimi in kvantno 
mehanskimi lastnosti, na podlagi česar bi lahko predvideli, katere molekule so boljše pri 






3 TEORETIČNE OSNOVE 
3.1 OSNOVE HF METODE 
Hartree-Fock (HF) metoda je variacijska metoda, s katero lahko izračunamo 
večelektronsko valovno funkcijo v obliki Slaterjeve determinante za elektrone. Temelji 
na Hartee-Fockovem setu enačb, ki ga lahko zapišemo kot[9]: 
𝑓𝑖𝜓𝑖(1) =   𝜀𝑖 𝜓𝑖(1)   
           (1) 
kjer je 𝜓𝑖  prostorski del molekulske orbitale,  𝜀𝑖 njena lastna vrednost (energija), 𝑓𝑖 pa t. 
im. Fockov operator.  
Seta enačb (1) ne rešujemo neposredno, pač pa molekulske orbitale zapišemo kot linearno 
kombinacijo atomskih orbital oz. baznih funkcij 𝜙𝜐, pri čemer z iterativno metodo v 
postopku reševanja enačb iščemo koeficiente v tem linearnem razvoju, 𝑐𝜐,𝑖 [9]. 
𝜓𝑖 = ∑ 𝑐𝜐,𝑖 𝜙𝜐𝐾𝜐=1  
           (2) 
Število baznih funkcij v linearnem razvoju, K, je odvisno od uporabljenega baznega seta. 
Pri svojem delu sem uporabila 3-21G bazni set, kjer so notranje orbitale predstavljene s 
po eno bazno funkcijo, ki je kontrakcija treh Gaussovih orbital, valenčni elektroni pa s po 
dvema baznima funkcijama[9]. 






3.2 IZRAČUNANE LASTNOSTI 
3.2.1 ENERGIJA 
V programu Spartan’14 (Wavefunction Inc.) sem odčitala Hartree-Fockovo energijo. Ta 
vsebuje kinetično energijo elektronov v molekuli ter elektrostatsko energijo elektronov 
in jeder[10]. Podana je v atomskih enotah, kjer je 1 atomska enota (au) = 2625 kJ/mol. 
3.2.2 ENERGIJA (AQ) 
Spartan poda tudi oceno za energijo molekule v vodnem okolju in sicer s kombinacijo 
izbrane kvantno mehanske metode in semiempiričnih metod, v katerih je vključen tudi 
solvatacijski model. Izračunan je kot: 𝐸(𝑎𝑞) = 𝐸𝑖𝑧𝑏𝑟𝑎𝑛𝑒 𝑚𝑒𝑡𝑜𝑑𝑒 + 𝐸(𝐴𝑀1) − 𝐸(𝑆𝑀5.4𝐴) 
            (3) 
kjer je AM1 semiempirična metoda, SM5.4A pa je modifikacija semiempirične metode 
AM1, ki modelira interakcijo obravnavane molekule z molekulami vode[10]. 
3.2.3 SOLVATACIJSKA ENERGIJA 
Solvatacijska energija je v Spartanu razlika med izračunano energijo molekule v 
vakuumu in energijo molekule v vodnem okolju, E(aq). Predstavlja oceno za spremembo 
Gibbsove energije v procesu, ko se ion ali molekula prenese iz vakuuma (ali plinaste faze) 
v topilo. Glavni prispevek k solvatacijski energiji prihaja iz: 
− kavitacijske energije formacije luknje, ki ohranja raztopljeno specijo v topilu, 
− orientacijske energije delne orientacije dipolov, 
− izotropne interakcijske energije elektrostatskega in disperzijskega izvora, in 
− anizotropne energije specifičnih interakcij, npr. vodikovih vezi, donor-





3.2.4 ENERGIJA HOMO in LUMO 
Spartan poleg celotne energije molekule lahko poda tudi energijo posameznih 
molekulskih orbital. Najbolj zanimivi sta energija najvišje zasedene molekulske orbitale 
(HOMO) in energija nanižje nezasedene molekulske orbitale (LUMO)[10]. 
3.2.5 ELEKTRIČNI DIPOLNI MOMENT 
Električni dipolni moment je vektor, ki kaže od negativnega k pozitivnemu naboju. Ker 
je v kvantni mehaniki položaj elektronov podan z elektronsko gostoto in ker k 
električnemu dipolnemu momentu prispevajo tako elektroni kot naboj jeder, ga 
izračunamo kot[11]: 
𝜇 = ∑ 𝑧𝐽𝐽 𝑅𝐽⃗⃗⃗⃗⃗ + ∫ 𝜓 (∑ −𝑟𝑖⃗⃗  𝑖 ) 𝜓 𝑑𝜏 
           (4) 
kjer je 𝑧𝐽 naboj atomskega jedra, 𝑅𝐽⃗⃗⃗⃗⃗ njihov položaj, 𝜓 pa valovna funkcija. 
3.2.6 POLARIZABILNOST 
Polarizabilnost, α, pove, kako odzivni so elektroni v molekuli na prisotnost zunanjega 
električnega polja. Meri se eksperimentalno kot razmerje med induciranim električnim 
dipolnim momentom, 𝜇𝑖𝑛𝑑, in jakostjo električnega polja, ?⃗? [11]: 
𝛼 = 𝜇𝑖𝑛𝑑?⃗?  
           (5) 
3.2.7 ELEKTROSTATSKI POTENCIAL 
Elektrostatski potencial v točki v prostoru, 𝑟, V(𝑟), je definiran kot delo, ki je potrebno, 
da enotski pozitivni naboj prenesemo iz neskončnosti na to točko v prostoru in je odvisen 





𝑉(𝑟) = ∑ 𝑧𝐽|𝑟 − 𝑅𝐽⃗⃗⃗⃗⃗|𝐽=1 − ∫ 𝜌 (𝑟′⃗⃗⃗) 𝑑𝑟′⃗⃗⃗|𝑟′⃗⃗⃗ − 𝑟|  
           (6) 
kjer je 𝜌 (𝑟′⃗⃗⃗) elektronska gostota. Običajno ga predstavimo z barvami na izoelektronski 
ploskvi molekule. Rdeča barva prikazuje negativni potencial, medtem ko modra barva 
prikazuje pozitivni potencial. Oranžna, rumena in zelena barva prikazujejo vmesne 
vrednosti potenciala. Zanimiva lastnost je tudi maksimum v elektrostatskem potencialu 
na površini molekule, saj so pokazali, da ga v mnogih primerih lahko koreliramo z 
reaktivnostjo molekule[10]. 
Vsi elektrostatski potenciali v diplomskem delu so bili izračunani in izrisani na 
izoelektronski ploskvi z elektronsko gostoto 0,002 elektrona/Å3. 
3.3 KONSTANTA INHIBICIJE 
Konstanta inhibicije, Ki, je konstanta ravnotežja reverzibilne vezave encima s 
kompetitivnim inhibitorjem. Izračunamo jo lahko po Michaelisovi enačbi za kompetitivni 
sistem: 
𝑣 = 𝑉𝑠𝐾𝑚 (1 + 𝑖𝐾𝑖) + 𝑠 
           (7) 
kjer je v reakcijska hitrost, s koncentracija substrata, V maksimalna hitrost pri visoki 
koncentraciji substrata, Km Michaelisova konstanta in i koncentracija inhibitorja[12].  
Konstanto inhibicije lahko določimo tudi grafično - narišemo graf 1/v v odvisnosti od i, s 
pa ohranimo konstanten, dobimo linearno odvisnost. Če to naredimo z dvema različnima 






IC50 ali polovična maksimalna inhibitorna koncentracija predstavlja koncentracijo 
inhibitorja, potrebno za 50 % inhibicijo. IC50 je operativni izraz, ki je odvisen od 
preskusnih pogojev, medtem ko je Ki odvisna le od bimolekularne interakcije, na primer 
IC50 za kompetitivni inhibitor se bo povečal, če bomo povečali koncentracijo substrata, 
medtem ko bo vrednost Ki ostala konstantna. Spremembo IC50 lahko matematično 
opišemo s Cheng-Prusoffovo zvezo[13]: 𝐼𝐶50𝐾𝑖 = 1 + 𝑠𝐾𝑚 
           (8) 
kjer je Ki konstanta inhibicije, s koncentracija substrata in Km Michaelisova konstanta. 
3.5 OPIS DELA 
Po preučevanju znanstvenih člankov sem izbrala 24 molekul inhibitorjev GP s podanimi 
konstantami inhibicije Ki ali polovično maksimalno inhibitorno koncentracijo IC50. V 
programu Spartan sem molekule sestavila, nato pa izračunala naslednje lastnosti: 
energijo, energijo (aq), solvatacijsko energijo, energijo HOMO in LUMO, električni 
dipolni moment, polarizabilnost ter maksimum v elektrostatskem potencialu na 
molekulski površini, izrisala pa sem tudi elektrostatski potencial na površini modelirane 
molekule. Geometrijske minimizacije molekule nisem izvedla zaradi omejene 
zmogljivosti računalnika. Nato sem izračunane lastnosti primerjala s Ki oz. IC50 ter 
poskusila poiskati korelacijo med izračunanimi in izmerjenimi parametri. Na podlagi 
odvisnosti sem nato predvidevala, katere izračunane lastnosti bi lahko uporabili za 
predvidevanje uspešnosti in učinkovitosti inhibicije molekul. 
3.5.1 OPIS DELA V PROGRAMU SPARTAN 
Delo v programu je predstavljeno na primeru molekule 3,4-dimetoksibenzil derivata. 






Slika 3: Začetek modeliranja 3,4-dimetoksibenzil derivata v programu Spartan. 
2. V zavihku Setup, funkciji Calculations... izberemo metodo in bazni set za izračun 
želenih parametrov. Sama sem za izračun izbrala računanje energije v osnovnem 
stanju s Hartree-Fock metodo (bazni set 3-21G) v vakuumu. 
 
Slika 4: Prikaz izbire baznega seta za izračun želenih parametrov. 
3. Ko je izračun končan, lastnosti molekule dobimo tako, da kliknemo z desnim 
gumbom miške kjerkoli na zelenem ozadju in izberemo funkcijo Properties. 






Slika 5: a) Izbira funkcije Properties. b) Prikaz izračunanih lastnosti. 
4. Naslednji korak je risanje površine elektrostatskega potenciala. Kliknemo na 
ikono Surfaces, tam pa izberemo površino electrostatic potential map. 
 
Slika 6: a) Izbira ikone Surfaces ter funkcije za izris elektrostatskega potenciala molekule 
– electrostatic potential map. b) Izrisan elektrostatski potencial molekule. 
Ko nam program izriše elektrostatski potencial na površini molekule, kliknemo na 
površino z desnim klikom in nato izberemo Properties. Odpre se nam okno, kjer kliknemo 
na znak P poleg besede Max. Maksimalno vrednost elektronske gostote najdemo, če 








Slika 7: a) Za prikaz lastnosti površine elektrostatskega potenciala molekule izberemo 
Properties. b) Za izpis maksimuma elektrostatskega potenciala pritisnemo na znak P 
zraven besede Max. c) Izberemo ikono Spreadsheat, nato se nam odpre okno, kjer dobimo 






4 REZULTATI IN DISKUSIJA 
4.1 STRUKTURE GP INHIBITORJEV IN NJIHOV 
ELEKTROSTATSKI POTENCIAL 
4.1.1 INHIBITORJI VEZAVNEGA MESTA ZA GLUKOZO 
Najprej sem preučila 3 inhibitorje glikogen fosforilaze, ki se vežejo v katalitsko mesto 
encima GP (mesto, kjer se veže glukoza). Vse preučevane molekule so, skupaj z 




Slika 8: Strukturne formule in elektrostatski potenciali D-glukoze (zgoraj), β-N-Acetil-





Vse tri molekule imajo tetrahidropiranski obroč, na katerega so vezane 4 -OH skupine, 
razlikujejo pa se po radikalu, vezanim na 5. ogljikov atom. Le-ta ne vpliva bistveno na 
sliko elektrostatskega potenciala tetrahidropiranskega obroča (slika 8). Ostale lastnosti 
teh molekul so zbrane v tabeli 1. 
 
Tabela 1: Rezultati izračunov v programu Spartan s HF metodo za inhibitorje aktivnega 
mesta encima GP: D-glukoza, β-N-Acetil-glukozamin in spirohidantoin. 

































































































D-gluk. -679,46 -679,53 -193,36 -11,16 5,42 4,69 50,14 2000 / 341,85 
β-N-acet. -810,62 -810,70 -192,28 -10,91 4,32 4,67 53,90 32 / 328,57 
Spir. -937,20 -937,29 -240,39 -8,82 -0,66 6,14 56,14 3 / 377,30 
 
Opaziti je, da imata D-glukoza in β-N-Acetil-glukozamin zelo podobni vrednosti 
solvatacijske energije, pa tudi električnega dipolnega momenta in energije LUMO 
orbitale, vrednosti za spirohidantoin pa se bolj razlikujejo. Korelacije z 
eksperimentalnimi podatki sem raziskala v podpoglavju 4.2. 
4.1.2 AZASLADKORNI INHIBITORJI 






Slika 9: Strukturne formule in elektrostatski potenciali 1,4-dideoksi-1,4-imino-D-
arabinitola (zgoraj) in izofagomina (spodaj). Povzeto po [3]. 
 
Na sliki 9 sta polihidroksilirana dušikova heterocikla, ki se razlikujeta v velikosti 
heterocikla - pentaciklična (zgoraj) in heksaciklična (spodaj) spojina. Opazimo lahko, da 
se elektrostatska potenciala molekul med seboj razlikujeta. Ostale lastnosti azasladkornih 













Tabela 2: Rezultati izračunov v programu Spartan s HF metodo za azasladkorne 
inhibitorje encima GP: 1,4-dideoksi-1,4-imino-D-arabinitol in izofagomin. 

































































































1,4-dideo. -472,07 -472,10 -71,13 -9,96 5,93 2,74 48,15 0,400/ 
1801 
1,0/1,1 284,68 




1,4-dideoksi-1,4-imino-D-arabinitol in izofagomin imata zelo podobne vrednosti energije 
HOMO in LUMO, polarizabilnosti ter maksimalne vrednosti elektrostatskega potenciala 
na molekulski površini. Korelacije z eksperimentalnimi podatki sem raziskala v 
podpoglavjih 4.2 in 4.3. 
4.1.3 INHIBITORJI AMP-MESTA 
Inhibitorje AMP mesta, ki sem jih preučila, sem, skupaj z elektrostatskimi potenciali, 
predstavila na sliki 10. 
 
1 Ki = 400 nM je neodvisna od vira GP (različna tkiva, vrste) in koncentracije glukoze, merjene v fiziološki 
smeri (razpad glikogena). Druga vrednost (0,18 mM) pa predstavlja meritve inhibicije GP v smeri sinteze 
glikogena[3].  
2 IC50 = 0,8 µM predstavlja polovico maksimalne inhibitorne koncentracije za prašičja jetra, IC50 = 3,0 µM 
za kultivirane primarne hepatocite podgan, ki inhibirajo bazalno glikogenezo, ter IC50 = 2,0 µM za 






Slika 10: Strukturne formule in elektrostatski potenciali spojin (od zgoraj navzdol) lakton 
BAY R 3401, diacid BAY W 1807, 3,4-dimetoksibenzil derivat, kloropiridinski inhibitor, 












Opazimo lahko, da imajo podobne strukture naslednje skupine molekul:  
1. lakton BAY R 3401, diacid BAY W 1807 in 3,4-dimetoksibenzil derivat: prva 
spojina je lakton, drugi sve spojini pa se razlikujeta le po radikalu na N-atomu. 
Medtem ko se elektrostatska potencial na površini molekule med laktonom in 
diacidom BAY W 1807 malo razlikuje, se opazi razlika zaradi drugačnega 
radikala na N-atom pri 3,4-dimetoksibenzil derivatu. 
2. kloropiridinski inhibitor, amidni inhibitor in optimiziran amidni inhibitor: vse tri 
spojine so ftalne kisline, ki se razlikujejo po radikalih na drugem benzenu. 
Radikali ne povročijo velikih sprememb v elektrostatskem potencialu v delu 
molekule, ki je vsem trem spojinam skupen. 
3. acil urea derivat: spojina ne izkazuje strukturne podobnosti z nobenim od 
preostalih inhibitorjev AMP-mesta, opaziti pa je, da je elektrostatski potencial 
























Tabela 3: Rezultati izračunov v programu Spartan s HF metodo za inhibitorje AMP-
mesta encima GP: lakton BAY R 3401, diacid BAY W 1807, 3,4-dimetoksibenzil derivat, 
kloropiridinski inhibitor, amidni inhibitor, optimiziran amidni inhibitor in acil urea 






































































































-1574,26 -1574,30 -110,95 -7,25 -0,69 5,92 68,78 / / 139,64 
BAY W 
1807 
-1723,73 -1723,74 -38,59 -8,28 -0,05 3,83 70,58 0,016 2,233 333,75 
3,4-
dimetoksi. 





-1871,15 -1871,18 -74,81 -8,85 1,90 1,77 69,21 / 0.0105 361,88 
Amidni 
inhibitor 










3 Za glukagon-stimulirano proizvedbo glukoze v primarnih hepatocitih podgan[3]. 
4 IC50 = 4 nM za inhibicijo človeških jeter, IC50 = 0,27 µM za inhibicijo primarnih hepatocitov podgan pri 
reducirani glukagon-stimulirani glikogenezi[3]. 
5 Za inhibicijo človeške mišice[3]. 
6 IC50 = 1,3 µM za prašičja jetra in 0,9 µM za zajčjo mišico[3]. 
7 IC50 = 74 nM za inhibicijo prašičjih jeter, IC50 = 1,6 µM bazalno glikogenezo ter 4,7 µM za glukagon-





Acil urea -2538,93 -2538,99 -64,22 -8,98 2,05 11,04 69,61 / 0.658 344,81 
Vse molekule (z izjemo laktona BAY  R 3401) imajo podobne vrednosti energije HOMO 
orbitale in maksimalne vrednosti elektrostatskega potenciala na molekulski površini. 
Molekuli, ki imata največ ujemajočih vrednosti izračunanih lastnosti, sta kloropiridinski 
inhibitor in amidni inhibitor, ki imata podobne vrednosti solvatacijske energije, energije 
HOMO orbitale, polarizabilnosti in maksimalne vrednosti elektrostatskega potenciala na 
molekulski površini. Korelacije z eksperimentalnimi podatki sem raziskala v podpoglavju 
4.3. 
4.1.4 INHIBITORJI INDOLNEGA VEZAVNEGA MESTA 
Inhibitorje indolnega vezavnega mesta, ki sem jih preučila, sem, skupaj z elektrostatskimi 
potenciali, predstavila na sliki 11. 
 
 
Slika 11: Strukturne formule in elektrostatski potenciali spojin (od zgoraj navzdol) CP-
91,149, CP-316,819, CP-320,626, ciklopentil glicin amid, ingliforib, CP-403,700, CP-
526,423, laktam – analog fenilalanina, in racemni triazol – analog fenilalanina. Povzeto 
po [3]. 
 



















Slika 11: (nadaljevanje s strani 23). 
 
Vse spojine imajo podobno strukturo in se razlikujejo le po radikalu na N-atomu peptidne 
vezi. Del molekule, ki je vsem spojinam skupen, se v elektrostatskem potencialu ne 










Tabela 4: Rezultati izračunov v programu Spartan s HF metodo za inhibitorje indolnega 
vezavnega mesta encima GP: CP-91,149, CP-316,819, CP-320,626, ciklopentil glicin 
amid, ingliforib, CP-403,700, CP-526,423, laktam – analog fenilalanina, in racemni 

































































































CP-91,149 -1646,37 -1646,39 -49,75 -8,23 -1,12 5,94 72,07 / 0,110, 1,59 248,21 
CP-
316,819 










-1533,36 -1533,38 -52,06 -8,26 -1,17 1,37 68,65 / 0,057, 0,14012 241,50 
Ingliforib -1871,56 -1871,60 -104,39 -8,19 -1,07 5,29 75,69 / 0,05213 331,43 
Laktam -1757,10 -1757,12 -56,52 -8,05 -1,16 2,98 73,61 / 0,245/0,01714 337,70 
Racemni 
triazol 
-2345,75 -2345,83 -227,80 -7,49 -1,85 6,80 78,97 / 0,00615 244,84 
 
9 110 nM za inhibicijo človeških jeter v prisotnosti 7,5 mM glukoze. 1,5 µM za blokado forskolin efekta v 
SK-HEP-1 celicah [3]. 
10 IC50 = 47 nM za inhibicijo človeških jeter  in IC50 = 105 nM za inhibicijo človeške mišiče. 0,56 µM za 
inhibicijo glikogenolize v SK-HEP-1 celicah [3]. 
11 Vrednost 205 nM za inhibicijo v človeških jetrih in 83 nM za inhibicijo v človeških mišicah. 1,9 µM za 
inhibicijo forskolin-stimulirane glikogenolize v SK-HEP-1 celicah [3]. 
12 Vrednost 57 nM za inhibivijo v človeških jetrih, 140 nM za inhibicijo v SK-HEP-1 celicah[3]. 
13 Vrednost 52 nM za inhibicijo v človeških jetrih. 
14 Vrednost 245 nM za inhibicijo v jetrih v odsotnosti glukoze in 17 nM pri prisotnosti glukoze s 
koncentracijo 7,5 mM[3]. 





Opaziti je, da imajo spojine podobne vrednosti solvatacijske energije (z izjemo spojin 
ingliforib in racemni triazol), energije HOMO in LUMO orbital, polarizabilnosti in 
maksimalne vrednosti v elektrostatskem potencialu na površini molekule (z izjemo 
ingliforiba in laktama). Spojini, ki imata največ podobnih izračunanih lastnosti, sta CP-
91,149 in CP-316,819 (s podobnimi vrednostmi solvatacijske energije, energije HOMO 
in LUMO orbital, polarizabilnosti in maksimalne vrednosti v elektrostatskem potencialu 
na površini molekule) ter ingliforib in laktam – analog fenilalanina (s podobnimi 
vrednostmi energije in energije (aq), energije HOMO in LUMO orbital, polarizabilnosti 
in maksimalne vrednosti v elektrostatskem potencialu na površini molekule). Korelacije 
z eksperimentalnimi podatki sem raziskala v podpoglavju 4.3. 
4.1.5 INHIBITORJI PURINSKEGA NUKLEOZIDNEGA MESTA 
Inhibitorje purinskega nukleozidnega mesta, ki sem jih preučila, sem, skupaj z 
elektrostatskimi potenciali, predstavila na sliki 12. 
Strukturne formule kofeina, flavopiridola in indirubin-5-sulfonata se med seboj 
razlikujejo in posledično se razlikujejo tudi vrednosti elektrostatskega potenciala (slika 
12). Izračunane kvantno mehanske lastnosti za inhibitorje purinskega nukleozidnega 













Slika 12: Strukturne formule in elektrostatski potenciali kofeina (zgoraj), flavopiridola 









Tabela 5: Rezultati izračunov v programu Spartan s HF metodo za inhibitorje purinskega 
nukleozidnega mesta encima glikogen fosforilaze: kofein, flavopiridol in indirubin-5-

































































































Kofein -671,89 -671,93 -116,73 -8,48 0,05 6,08 54,66 10016 / 226,98 
Flavopiri. -1685,71 -1685,80 -236,20 -6,84 0,28 9,18 69,99 / 117 296,00 
Indirubin 
-5-sulfon. 




Opazimo lahko, da imata spojini kofein in indirubin-5-sulfonat podobne vrednosti 
solvatacijske energije, energije HOMO orbitale in električnega dipolnega momenta. 
Vrednosti izračunanih lastnosti flavopiridola se od lastnosti ostalih dveh spojin precej 




16 Vrednost za inhibicijo v podganjih jetrih[3]. 
17 Vrednost za inhibicijo v zajčjih mišicah[3]. 





4.2 PRIMERJAVA IZRAČUNANIH PARAMETROV S 
KONSTANTNO INHIBICIJE 
 
Iz izračunanih kvantno mehanskih lastnosti je razvidno, da so si določeni inhibitorji v 
nekaterih lastnostih podobni. Da bi ugotovila, ali je katera izmed njih pomembna za 
mehanizem inhibicije, sem preverila, kako so korelirane s konstanto inhibicije. Uporabila 
sem podatke, ki sta jih eksperimentalno določila Henke in Sparks (2006)[3]. 
 
Slika 13: Odvisnost logaritma absolutne vrednosti energije v odvisnosti od logaritma 
konstante inhibicije. 
Slika 13 kaže odvisnot logaritmske vrednosti absolutne vrednosti energije molekule od 
logaritma konstante inhibicije. Z izjemo vrednosti, ki odgovarja spojini 1,4-dideoksi-1,4-
imino-D-arabinitol in je na sliki označena z oranžno barvo, se kaže dobra linerna 
korelacija med logaritmoma obeh količin.  
Energij posameznih molekul sicer ne moremo primerjati med seboj, saj so odvisne tudi 
od velikosti (števila atomov) molekule. Količina, pri kateri bi pričakovali večjo povezavo 
z eksperimentalnim obnašanjem, je energija solvatacije, ki sem jo na logaritemski skali 



















ponovno označena z oranžno barvo, vidimo relativno dobro korelacijo med logaritmom 
energije solvatacije in logaritmom konstante inhibicije. Bolj negativna kot je energija 
solvatacije, večje je konstanta inhibicije. Na žalost sem imela na razpolago premalo 
eksperimentalnih podatkov, da bi lahko z večjo gotovostjo napovedala, da sta količini 
korelirani, ali gre zgolj za naključje. 
 
 
Slika 14: Graf spreminjanja logaritmične absolutne vrednosti solvatacijske energije v 
odvisnosti od logaritmične vrednosti konstante inhibicije.  
Podobno kot pri kemijski reakciji pride tudi pri procesu vezave ene molekule na drugo (v 
tem primeru vezava inhibitorja na aktivno mesto encima) do prerazporeditve elektronske 
gostote v molekulah. V takšnih primerih igrata pomembno vlogo najvišja zasedena 
(HOMO) in najnižja nezasedena (LUMO) molekulska orbitala. Iz podatkov v tabelah 1, 
2, 3 in 5 sem sklepala, da energija LUMO orbitale ne kaže korelacije z uspešnostjo 
inhibicije molekule, zato sem grafično predstavila samo korelacijo z energijo HOMO 

























Slika 15: Odvisnost logaritma absolutne vrednosti energije HOMO orbitale od 
logaritmične vrednosti konstante inhibicije. 
S padanjem energije HOMO orbitale (bolj negativne vrednosti) konstanta inhibicije 
narašča. Z izjemo molekule kofeina (označena z oranžno barvo), slika 15 kaže približno 
linearno odvisnost, vendar je tudi tukaj, podobno kot zgoraj, podatkov premalo, da bi 



























Slika 16: Odvisnost logaritmične vrednosti polarizabilnosti od logaritmične vrednosti 
konstante inhibicije. 
Še boljšo korelacijo sem dobila med logaritmom polarizabilnosti molekule inhibitorja in 
konstanto inhibicije (slika 16). Z izjemo molekule 1,4-dideoksi-1,4-imino-D-arabinitola 
(prikazana z oranžno barvo) molekule z večjo polarizabilnostjo kažejo nižjo konstanto 
inhibicije. To je nekoliko v nasprotju s pričakovanji, saj bi lahko sklepali, da se molekule 
































Slika 17: Odvisnost logaritmične vrednosti maksimuma elektrostatskega potenciala na 
molekulski površini od logaritmične vrednosti konstante inhibicije. 
Preverila sem tudi, ali obstaja korelacija med maksimalno vrednostjo elektrostatskega 
potenciala na molekulski površini in konstanto inhibicije. Za maksimalno vrednost 
elektrostatskega potenciala na molekulski površini so namreč  pokazali, da je velikokrat 
korelirana z reaktivnostjo molekule, sploh z njeno deprotonacijo [3]. Na sliki 17 lahko 
opazimo rahlo padajoči trend, vendar je odstopanje točk od trendne črte relativno veliko, 
predvsem za točko molekule kofeina. V primeru, da bi bilo na voljo več vrednosti 
konstante inhibicije za preostale molekule, bi lahko lažje predvidevala, če korelacija med 
logaritmično vrednostjo maksimalne vrednosti elektrostatskega potenciala na molekulski 
površini in logaritmično vrednostjo konstante inhibicije obstaja in kako točke sovpadajo 
s trendno črto. 
Iz podatkov v tabelah 1-5 sem sklepala, da tudi dipolni moment ne kaže korelacije z 


























4.3 PRIMERJAVA IZRAČUNANIH PARAMETROV S 
POLOVIČNO MAKSIMALNO INHIBITORNO 
KONCENTRACIJO 
 
Zanimalo me je tudi, ali so izračunane kvantno mehanske lastnosti molekul inhibitorjev 
korelirane s polovično maksimalno inhibitorsko koncentracijo, IC50. Tudi za to sem 
uporabila podatke, ki sta jih eksperimentalno določila Henke in Sparks (2006) za 
inhibicijo v človeških jetrih[3].  
Najprej sem, podobno kot v primeru konstante inhibice, pogledala korelacijo IC50 z 
energijo molekule. Podatke kaže slika 18. 
 
Slika 18: Graf odvisnosti logaritmične absolutne vrednosti energije od logaritmične 
vrednosti polovične maksimalne inhibitorne koncentracije. 
Kljub sipanju točk lahko na Sliki 18 opazimo naraščujoč trend med logaritmično 
absolutno vrednostjo energije in logaritmično vrednostjo polovične maksimalne 
inhibitorne koncentracije. Odstopata točki molekul CP-526,423 in 3,4-dimetoksibenzil 
derivata, označeni z oranžno barvo.  Kot sem že omenila zgoraj, energij molekul med 




















Slika 19: Graf odvisnosti logaritmične absolutne vrednosti solvatacijske energije v 
odvisnosti od logaritmične vrednosti polovične maksimalne inhibitorne konstante. 
Odvisnost logaritma solvatacijske energije od logaritma IC50 kaže slika 19. Tukaj je 
opaziti predvsem to, da imajo molekule z zelo podobno korelacijsko energijo zalo 
različno vrednost IC50. Opazimo sicer rahlo padajoč trend med logaritmično absolutno 
vrednostjo solvatacijske energije in logaritmično vrednostjo polovične maksimalne 
inhibitorne koncentracije. Točki molekul CP-526,423 in ingliforiba najbolj odstopata od 































Slika 20: Graf odvisnosti logaritmične absolutne vrednosti energije HOMO od 
logaritmične vrednosti polovične maksimalne inhibitorne koncentracije. 
Na sliki 20 sem prikazala odvisnost logaritma energije HOMO orbitale od logaritma IC50. 
Podobno kot pri odvisnosti od konstante inhibicije lahko tudi tu opazimo naraščujoč trend 
med logaritmično absolutno vrednostjo energije HOMO in logaritmično vrednostjo 
polovične maksimalne inhibitorne koncentracije. Točki molekul racemnega triazola in 

























Slika 21: Graf odvisnosti logaritmične vrednosti dipolnega momenta od logaritmične 
vrednosti polovične maksimalne inhibitorne koncentracije. 
Na sliki 21 sem predstavila tudi korelacijo med logaritmom električnega dipolnega 
momenta in logaritmom IC50. Tukaj je korelacija boljša kot v primeru konstante 
inhibicije. Lahko opazimo rahlo padajoči trend med logaritmičnimi vrednostmi dipolnega 
momenta ter logaritmičnimi vrednostnmi polovične maksimalne inhibitorne 
koncentracije, pri čemer dve točki molekul ciklopentil glicin amida in laktama od trendne 





























Slika 22: Graf odvisnosti logaritmične vrednosti polarizabilnosti od logaritmične 
vrednosti polovične maksimalne inhibitorne koncentracije. 
Podoben trend sem opazila tudi za korelacijo med logaritmom IC50 in logaritmom 
polarizabilnosti molekule, ki jo kaže slika 22. Tudi tukaj je korelacija podobna kot v 
primeru konstante inhibicije. Najbolj odstopa točka, ki ustreza molekuli 3,4-
dimetoksibenzil derivata.  
Iz podatkov tabel 1-5 sem sklepala, da vrednosti energije LUMO in maksimalne vrednosti 
elektrostatskega potenciala na površini molekule ne kažejo korelacije s polovično 
maksimalno inhibitorno koncentracijo. 
4.4 PRIMERJAVA REZULTATOV  
 
V primeru konstante inhibicije sem uspela pokazati določeno korelacijo med logaritmom 
Ki in logaritmičnimi vrednostmi energije molekule, solvatacijske energije, energije 
HOMO orbitale, polarizabilnosti in maksimalne vrednosti elektrostatskega potenciala na 
molekulski površini. Najboljše sta bila z logaritmom konstante inhibicije korelirana 


























V primeru polovične maksimalne inhibitorne koncentraije sem uspela pokazati korelacijo 
med logaritmom IC50 in logaritmičnimi vrednostmi energije molekule, solvatacijske 
energij, energije HOMO orbitale, električnega dipolnega momenta in polarizabilnosti, pri 
čemer je bila najboljša korelacija z logaritmom energije HOMO orbitale.  
Grafa odvisnosti logaritma energije v vodnem okolju, E(aq), od logaritma konstante 
inhibicije oz. logaritma polovične maksimalne inhibitorne koncentracije v diplomsko 










Diabetes, predvsem predominantna oblika tip 2 diabetes mellitus (T2DM) predstavlja 
globalno zdravstveno težavo, ki jo karakterizira dvignjena raven glukoze 
(hiperglikemija). Kljub dejstvu, da etiologija T2DM še ni raziskana, metabolična 
disfunkcija prispeva k relativni neobčutljivosti glukozno-metaboliznega tkiva (mišice, 
jetra, maščobna tkiva) do inzulina, in nezadostnemu proizvajanju inzulina v pankreasu. 
Diabetes lahko uravnavamo z dieto, gibanjem in farmakološkim zdravljenjem. Ker 
obstaja možnost, da ti faktorji ne morejo normalizirati hiperglikemije, se poveča tveganje 
dolgotrajnih komplikacij. Trenutno pa se znanstveniki in farmacevtska podjetja 
osredotočajo na identifikacijo potencialnih inhibitorjev glikogen fosforilaze, kot sredstva 
za omejevanje hiperglikemije[14]. 
V svojem diplomskem delu sem s pomočjo molekulskega modeliranja v programu 
Spartan zmodelirala 24 molekul, ki jih Henke in Sparks (2006)[3] navajata kot uspešne 
inhibitorje glikogen fosforilaze, in s pomočjo Hartree-Fockove metode izračunala 8 
parametrov, ki sem jih pozneje uporabila za iskanje korelacije med danim parametrom 
ter indikatorjem uspešnosti inhibicije encima – konstanto inhibicije in polovično 
maksimalno inhibitorno koncentracijo (vrednosti povzete po [3]). 
S primerjavo logaritmičnih vrednosti izračunanih lastnosti in logaritmičnih vrednosti 
konstane inhibicije sem ugotovila, da obstaja linearna korelacija pri naslednjih 
parametrih: energija molekule, solvatacijska energija, energija HOMO orbitale, 
polarizabilnost in maksimalna vrednost elektrostatskega potenciala na molekulski 
površini. Najboljšo korelacijo kažeta logaritem absolutne vrednosti energije molekule in 
logaritmična vrednost konstante inhibicije. Korelacije nisem opazila pri dveh lastnostih, 
to sta energija LUMO orbitale in električni dipolni moment. 
S primerjavo logaritmičnih vrednosti izračunanih lastnosti in logaritmičnih vrednosti 
polovične maksimalne inhibitorne koncentracije sem ugotovila, da obstaja linearna 
korelacija z energijo molekule, solvatacijsko energijo, energijo HOMO orbitale, 
električnim dipolnim momentom in polarizabilnostjo molekule. Najboljšo korelacijo sem 





logaritmičnimi vrednostmi polovične maksimalne inhibitorne koncentracije. Korelacije 
nisem opazila pri dveh parametrih, to sta energija LUMO orbitale in maksimalna vrednost 
elektrostatskega potenciala na molekulski površini. 
Parametri, kjer sem opazila korelacijo s konstanto inhibicije kot tudi s polovično 
maksimalno inhibitorno koncentracijo, so: energija molekule, solvatacijska energija, 
energija HOMO orbitale in polarizabilnost. Ti parametri so najverjetneje najboljši 
pokazatelji, kako določena lastnost vpliva na uspešnost inhibicije glikogen fosforilaze. 
Pri vsakem grafu odvistnosti izračunanega parametra od Ki oz. IC50 obstajata ena ali dve 
točki, ki odstopata od trendne črte bolj kot ostale točke, zaradi česar jih nisem upoštevala 
pri risanju trendnih črt. Za prihodnje raziskave bi lahko ugotovila, če je odstopanje točk 
naključje ali obstaja določen razlog oz. določena lastnost, ki vpliva na to odstopanje. V 
prihodnjosti bi lahko tudi preučila, kako dva ali več izračunanih parametrov vpliva na 
uspešnost inhibicije in, ali obstaja kakšen medsebojni vpliv parametrov, ki bi zmanjšal 
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